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重组人 ｇｄｎｆ在人乳腺肿瘤上皮细胞中表达的研究
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（内蒙古科技大学包头医学院，内蒙古包头０１４０４０）

　　摘要：为了在人乳腺肿瘤上皮细胞系中表达重组人胶质细胞源性神经营养因子（ＧＤＮＦ），本研究构建了牛
β－ｃａｓｅｉｎ基因启动子驱动的重组人ＧＤＮＦ乳腺上皮细胞特异表达载体，用脂质体介导法将其导入人乳腺肿瘤上皮细
胞系Ｂｃａｐ－３７细胞中，经Ｇ４１８抗性筛选８～１０ｄ后，分离稳定表达红色荧光蛋白的转染细胞，ＰＣＲ鉴定转基因细胞，
用催乳素、胰岛素及氢化可的松诱导培养转基因细胞，ＲＴ－ＰＣＲ和ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测重组人ＧＤＮＦ的表达分泌。结果
表明：重组人ＧＤＮＦ乳腺上皮细胞特异表达载体被成功构建，转染Ｂｃａｐ－３７细胞后，稳定整合到细胞染色体中，转基
因细胞经激素诱导后能够表达分泌糖基化的 ＧＤＮＦ，为高效制备与天然人 ＧＤＮＦ蛋白结构完全一致的重组人 ＧＤＮＦ
蛋白用于帕金森病临床治疗研究奠定了基础。
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作者简介：张学明（１９７０—），男，内蒙古包头人，博士，副教授，主要研
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　　帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎｓｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）是老年人群中常见的
一种神经元退行性疾病，其临床表现主要是以静止性震颤、运

动迟缓、肌僵直和姿势平衡障碍为特征。ＰＤ的病理特征主要
是中脑黑质多巴胺能神经元退行性丧失，导致纹状体中多巴

胺含量显著降低［１］。目前用于ＰＤ临床治疗的常规药物主要
有复方左旋多巴、多巴胺受体激动剂、抗胆碱能药物等，这些

药物能够暂时减轻或缓解症状，但不能阻止 ＰＤ的进程，且长
期用于ＰＤ治疗会出现多种并发症［２］；因而，研制开发新的药

物用于ＰＤ的有效治疗是非常必要的。

胶质细胞源性神经营养因子（ｇｌｉａｌｃｅｌｌｌｉｎｅ－ｄｉｒｅｖｅｄｎｅｕ
ｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＧＤＮＦ）是由Ｌｉｎ等于１９９３年在Ｂ４９神经胶质
瘤细胞中分离纯化出的一种分泌性糖蛋白，属于 ＴＧＦ－β超
家族成员［３］。研究表明，ＧＤＮＦ对多巴胺能神经元具有营养
及保护作用［４］，应用ＧＤＮＦ治疗帕金森病已进入二期临床研
究［５］。然而由于ＧＤＮＦ在人和动物体中含量低，从动物组织
中分离纯化ＧＤＮＦ用于疾病动物模型和临床实验研究是不现
实的；因而，应用转基因技术大量生产重组ＧＤＮＦ用于疾病动
物模型和临床研究具有潜在的重大社会效益和经济效益。

本研究构建了牛 β－ｃａｓｅｉｎ基因启动子驱动的人 ＧＤＮＦ
基因乳腺上皮细胞高效特异表达载体，转染人乳腺肿瘤上皮

细胞系Ｂｃａｐ－３７细胞，获得了能够表达重组人ＧＤＮＦ蛋白的
转基因Ｂｃａｐ－３７细胞系，为高效制备与天然人ＧＤＮＦ蛋白结
构完全一致的重组人 ＧＤＮＦ蛋白，并将其用于帕金森病临床
治疗的研究奠定基础。
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１　材料与方法

１．１　试验材料
大肠杆菌ＤＨ５α、ｐＰ４０Ｒ、ｐＣＭＶ－Ｒｅｄ、ｐＵＣ－ｇｄｎｆ为内蒙

古科技大学包头医学院医学生物化学实验室保存。

质粒提取试剂盒（ＱＩＡＧＥＮ公司）、小量ＲＮＡ提取试剂盒
（上海舜华生物工程有限公司）、ＤＮＡ琼脂糖凝胶回收试剂盒
（ＴＩＡＮＧＥＮ公司）、ＤＮＡ纯化试剂盒（ＴＩＡＮＧＥＮ公司）。

ＴａｑＰｌｕｓ、ＰｆｕＤＮＡ聚合酶购自 ＴＩＡＮＧＥＮ公司；Ｔ４ＤＮＡ
聚合酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、Ｍ－ＭＬＶ反转录酶、Ｏｌｉｇｏ（ｄｔ）、限制
性内切酶均为ＴａＫａＲａ产品。

人乳腺肿瘤上皮细胞系 Ｂｃａｐ－３７购自中国科学院上海
细胞研究所；ＲＰＭＩ－１６４０、催乳素、氢化可的松、胰岛素购自
Ｓｉｇｍａ公司；兔抗人多克隆 ＧＤＮＦ抗体（ＲａｂｂｉｔＰｏｌｙｃｌｏｎａｌ
ＧＤＮＦＡｎｔｉｂｏｄｙ）购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；连接了碱性磷酸酶的
羊抗兔二抗（ＧｏａｔＡｎｔｉ－ｒａｂｂｉｔＳｅｃｏｎｄＡｎｔｉｂｏｄｙＣｏｎｊｕｇａｔｅｄ
ｗｉｔｈＡｌｋａｌｉｎｅＰｈｏｓｐｈａｔａｓｅ）及ＢＣＩＰ／ＮＢＴ试剂盒购自博士德公司。
１．２　试验方法
１．２．１　重组人ｇｄｎｆ乳腺特异表达载体的构建　根据Ｂｏｎｓｉｎｇ
等发表的牛β－ｃａｓｅｉｎ基因序列（Ｍ５５１８８）［６］设计ＰＣＲ上游引
物：５′－ＴＣＴＧＧＧＣＣＣＧＡＡＡＡＧＧＧＡＡＡＴＧＴＴＧＡＡＴＧＧＧＡＡＧ－３′，
下游引物：５′－ＧＧＣＣＴＣＧＡＧＣＴＣＣＴＧＧＧＡＡＴＧＧＧＡＡＧＡＴＧＡ－３′，
上下游引物两端分别引入ＡｐａⅠ和ＸｈｏⅠ 酶切位点。提取牛
基因组ＤＮＡ，ＰＣＲ扩增牛 β－ｃａｓｅｉｎ基因５′端上游包括启动
子、第１外显子、第１内含子及部分第２外显子的３．６ｋｂ调控
序列，经ＡｐａⅠ／ＸｈｏⅠ双酶切后插入到骨架载体 ｐＰ４０Ｒ［７］的
ＡｐａⅠ／ＸｈｏⅠ双酶切位点作为 ｇｄｎｆｃＤＮＡ乳腺特异表达的调
控序列。ＸｈｏⅠ 酶切质粒ｐＵＣ－ｇｄｎｆ获得人ｇｄｎｆｃＤＮＡ基因
插入到牛β－ｃａｓｅｉｎ基因５′端３．６ｋｂ调控序列下游的 ＸｈｏⅠ
位点。ＰＣＲ检测 ｇｄｎｆｃＤＮＡ的插入方向，ＰＣＲ上游引物设计
在载体３．６ｋｂ调控序列上，引物序列为５′－ＡＣＴＡＴＴＴＣＣＴ
ＣＡＴＣＴＴＣＣＣＡＴＴＣＣＣＡＧ－３′，下游引物设计在 ｇｄｎｆｃＤＮＡ序
列上，引物序列为 ５′－ＧＡＧＣＴＣＣＡＧＴＣＡＧＡＴＡＣＡＴＣＣＡＣＡＣ
ＣＴＴＴＴＡＧ－３′；反应条件：９４℃变性 ４５ｓ，６２℃复性 ４５ｓ，
７２℃ 延伸１ｍｉｎ，共３５个循环。正向插入将获得５９８ｂｐ的
特异产物，反向插入则无特异性 ＰＣＲ产物。载体构建完成
后，对载体与片段连接处、牛 β－ｃａｓｅｉｎ基因５′端调控序列核
心区域进行测序。

１．２．２　Ｂｃａｐ－３７细胞的稳定转染与筛选　用含２０％胎牛血
清（ｆｅｔａｌｃａｌｆｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）的 ＲＰＭＩ－１６４０培养液，于３７℃、
５％浓度、饱和湿度条件下培养 Ｂ－ｃａｐ３７细胞至７０％ ～８０％
汇合时，消化细胞，以３×１０５个细胞／孔接种于６孔板。２４ｈ
后，按照脂质体Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ操作说明，每孔加入２．０μｇ线
性化载体 ＤＮＡ转染细胞。４８ｈ后，消化每孔细胞接种于
１００ｍｍ培养皿中，并加入浓度为 ３００μｇ／ｍＬ的 Ｇ４１８筛选
８～１０ｄ后，将表达红色荧光蛋白的细胞克隆分离、扩培、冷冻
保存备用。

１．２．３　ＰＣＲ检测稳定转染细胞　提取稳定转染细胞基因组
ＤＮＡ，ＰＣＲ检测 ｇｄｎｆｃＤＮＡ是否整合到细胞基因组 ＤＮＡ中。
ＰＣＲ 上 游 引 物：５′－ＧＡＣＣＴＣＧＡＧＡＴＧＡＡＧＴＴＡＴＧＧＧＡＴ
ＧＴＣＧＴＧＧＣＴＧＴＣ－３′，下游引物：５′－ＧＡＧＣＴＣＧＡＧＴＣＡＧＡＴ

ＡＣＡＴＣＣＡＣＡＣＣＴＴＴＴＡＧ－３′；反应条件为：９４℃变性 ４５ｓ，
５８℃ 复性４５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３５个循环。
１．２．４　转基因细胞的诱导表达　阳性转基因细胞生长至
８０％汇合时，更换诱导培养基（ＲＰＭＩ－１６４０＋４μｇ／ｍＬ催乳
素＋１０μｇ／ｍＬ胰岛素 ＋１μｇ／ｍＬ氢化可的松），分别诱导培
养２４、４８ｈ后，收集细胞及细胞培养上清液。
１．２．５　ＲＴ－ＰＣＲ分析 ｇｄｎｆ的表达　诱导培养的细胞按照
ＲＮＡ提取试剂盒操作说明提取 ＲＮＡ，以１．０μｇＲＮＡ为模板
反转录合成ｃＤＮＡ第１链。以ｃＤＮＡ为模板ＰＣＲ检测转基因
细胞诱导培养后是否有 ｇｄｎｆ在 ｍＲＮＡ水平的表达。ＰＣＲ引
物、反应条件同“１．２．３”节。
１．２．６　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测 ｇｄｎｆ的表达　三氯乙酸法浓缩细
胞诱导培养上清液，Ｌｏｒｒｙ法测定蛋白浓度。取４０μｇ蛋白，
１２％ ＳＤＳ－聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后，转至 ＰＶＤＦ膜上，
５％脱脂牛奶封膜，一抗 ４℃过夜杂交，二抗室温孵育 １ｈ，
ＢＣＩＰ／ＮＢＴ显色。

２　结果与分析

２．１　重组人ｇｄｎｆ乳腺特异表达载体的鉴定
载体物理图谱见图１，ＰＣＲ检测目的基因 ｇｄｎｆ的插入方

向见图２。酶切鉴定 ｇｄｎｆ插入方向正确的载体，用 ＡｐａⅠ单
酶切载体后，线性载体大小与预期大小（１１５０７ｂｐ）相符；用
ＸｈｏⅠ酶切载体能够获得预期的５７６ｂｐ的目的基因 ｇｄｎｆ片
段；用ＡｐａⅠ／ＸｈｏⅠ双酶切载体能够获得预期的３．６ｋｂ调控
序列片段和５７６ｂｐ目的基因 ｇｄｎｆ片段（图３）。载体与片段
连接处、牛β－ｃａｓｅｉｎ基因５′端调控序列核心区域的测序结果
正确（数据未显示）。结果表明，本研究成功构建了以 ｎｅｏ基
因和ＤｓＲｅｄ２作为双筛选因子、牛 β－ｃａｓｅｉｎ基因５′端调控序
列驱动的重组人 ｇｄｎｆ乳腺特异表达载体。
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２．２　转基因细胞的鉴定
线性化载体转染Ｂ－ｃａｐ３７细胞，Ｇ４１８筛选８～１０ｄ后，

获得了表达红色荧光蛋白的细胞克隆（图４）。分离扩培红色
荧光细胞，提取基因组ＤＮＡ，ＰＣＲ扩增重组人 ｇｄｎｆ，发现未转
染细胞无特异条带，而稳定转染的红荧光细胞获得了与预期

一致的特异条带（图５），表明重组人ｇｄｎｆ已整合到细胞基因
组之中。

２．３　ｇｄｎｆ基因的诱导表达
２．３．１　ＲＴ－ＰＣＲ检测　阳性转基因细胞及未转染细胞诱导
培养２４、４８ｈ后提取 ＲＮＡ，以 ＲＮＡ为模板 ＰＣＲ扩增 ｇｄｎｆ
ｃＤＮＡ，无特异条带产生，表明ＲＮＡ未受基因组ＤＮＡ污染；以
ＲＮＡ为模板反转录合成 ｃＤＮＡ第１链，ＰＣＲ扩增 ｇｄｎｆｃＤＮＡ
基因，诱导培养２４、４８ｈ的转基因细胞获得了５５８ｂｐ特异条
带，而阴性对照无特异条带产生（图 ６）。结果表明牛 β－
ｃａｓｅｉｎ基因启动子能够驱动ｇｄｎｆｃＤＮＡ基因转录为ｍＲＮＡ。

２．３．２　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测　诱导培养４８ｈ的转基因细胞上清
液经ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ探测，有大约１５、１８ｋｕ的２条特异带形成，
而未转染细胞无特异带形成（图７），表明 ｇｄｎｆｃＤＮＡ基因能
够翻译成蛋白，而且能进行翻译后加工形成糖蛋白分泌到细

胞外。

３　结论与讨论

当前，用于疾病动物模型和临床研究的重组人 ＧＤＮＦ是
用转基因大肠杆菌发酵制备的［８］。用大肠杆菌生产的重组

人ＧＤＮＦ不能被糖基化［８］。临床研究表明，糖基虽然对

ＧＤＮＦ的神经营养功能不是必要的，但在帕金森病Ⅱ期临床
研究中，约有１０％的病人由于重组人ＧＤＮＦ缺乏糖基化而产
生了抗ＧＤＮＦ抗体的免疫反应［９］；因而，利用大肠杆菌生产重

组蛋白虽然快速经济，但该表达系统由于缺乏翻译后修饰功

能，而不适用于需要进行翻译后修饰的重组蛋白的生产。而

且，已有研究表明利用大肠杆菌生产的重组人ＧＤＮＦ由于蛋

—８１— 江苏农业科学　２０１５年第４３卷第２期



白质的错误折叠而影响了其生物学功能［１０］。也有研究者用

昆虫细胞和酵母菌制备重组人 ＧＤＮＦ，这些低等真核细胞虽
然可以表达糖基化的重组人 ＧＤＮＦ，但其糖基化与天然的人
ＧＤＮＦ的糖基化有差异［１１－１３］，从而在临床研究中同样存在安

全问题。

当前，需要进行翻译后修饰的重组蛋白大多用非人类的

哺乳动物细胞进行表达［１４］。用非人类的哺乳动物细胞可以

表达与天然人蛋白结构一致的重组人蛋白，但也有时候存在

差异［１５］；因而在治疗应用上，人们更希望利用人细胞系来生

产与天然人蛋白结构完全一致的重组人蛋白［１６］。

　　本研究将人ｇｄｎｆｃＤＮＡ插入到３．６ｋｂ牛 β－ｃａｓｅｉｎ基因
５′端调控序列下游，并用 ＳＶ４０ｐｏｌｙＡ序列作为其转录终止信
号，构建了重组人 ｇｄｎｆ乳腺特异表达载体。将其转入人乳腺
肿瘤细胞系Ｂｃａｐ－３７中，获得了随机整合转基因细胞，用激
素诱导表达后在细胞上清液中检测到了重组人 ＧＤＮＦ蛋白。
人ＧＤＮＦ蛋白为同源二聚体糖蛋白，单体糖蛋白１８ｋｕ，去糖
基化单体约１５ｋｕ［１７］。本研究从激素诱导的转基因细胞上清
液中通过ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ探测到约１５、１８ｋｕ的２条特异条带，
且重组人ＧＤＮＦ蛋白绝大部分为糖基化蛋白（图７）。由于该
重组蛋白是用人乳腺肿瘤细胞系作为反应器制备的，因而，我

们推测在人乳腺肿瘤细胞系 Ｂｃａｐ－３７中表达的１８ｋｕ重组
人ＧＤＮＦ蛋白与天然的人 ＧＤＮＦ相比，在结构上应当没有差
异，如果用于临床研究应当更具有安全性。本研究为高效制

备与天然人ＧＤＮＦ蛋白结构完全一致的重组人ＧＤＮＦ蛋白用
于帕金森病临床治疗研究奠定了基础。
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